Studio dell’attività in vitro e in vivo dell’associazione clotrimazolometronidazolo: attività antimicotica e antibatterica in vitro ed efficacia nella terapia delle vaginiti/vaginosi by Furneri, Pio Maria et al.
Giorn. It. Ost. Gin. Vol. XXX - n. 5
Maggio 2008
172
Introduzione
Il costante incremento nella donna di infezioni ri-
correnti di pertinenza uroginecologica ha determinato
un sempre più crescente interesse della ricerca interna-
zionale verso l’habitat vaginale ed il mantenimento
dell’omeostasi del suo microbiota. 
La constatazione, inoltre, della stretta correlazione
tra alterazione del microbiota vaginale ed insorgenza di
patologie urogenitali, quali vaginiti e cistiti, giustifica
gli studi di interferenza dei chemioterapici sul micro-
biota lattobacillare, che rappresenta la principale dife-
sa dell’habitat vaginale.
Le “vaginiti” sono tra le più comuni condizioni pa-
tologiche per le quali le donne ricorrono al ginecologo
(1, 2). Nonostante le cause della “vaginite” possano es-
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Nel presente studio la valutazione dell’efficacia microbiologica e
clinica di una associazione metronidazolo + clotrimazolo (in rapporto
quantitativo di 5:1) nella terapia topica di vaginiti miste (candido-
si/vaginosi) è stata comparata con il grado di interferenza che tale che-
mioterapico può determinare sul mantenimento/ripristino del micro-
biota lattobacillare. Sono state studiate 20 donne con diagnosi clinica,
microbiologicamente confermata, di vulvovaginite micotica e/o vagi-
nosi. L’attività antimicrobica di clotrimazolo e metronidazolo è stata
studiata su ceppi d’isolamento e di collezione. Entrambi i chemiotera-
pici sono stati valutati singolarmente ed in associazione. Il clotrima-
zolo si è mostrato attivo nei confronti dei miceti saggiati sia da soli che
in associazione con il metronidazolo. Come atteso, l’associazione delle
due sostanze non migliora l’attività intrinseca del clotrimazolo. Sia
clotrimazolo che metronidazolo sono risultati inattivi nei confronti di
batteri Gram-positivi e Gram-negativi aerobi; al contrario entrambi
erano attivi nei confronti di G. vaginalis.
In tutte le pazienti studiate è stata riscontrata l’assenza di crescita
dei patogeni isolati, sia alla prima visita dopo terapia, sia al follow-
up. Il grado lattobacillare è ritornato normale a 30 giorni dalla fine
della terapia. Non sono stati riportati casi di recidiva. 
SUMMARY: In vitro and in vivo study of the activity of a combina-
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activity in vitro and efficacy in the treatment of vaginitis /vaginosis.
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In the present study the microbiological and clinical efficacy  of a
combination of metronidazole + clotrimazole (in a ratio of 5:1) in the
topical treatment of mixed vaginitis (candidiasis/vaginosis) was com-
pared with the degree to which this chemical agent can interfere with
the maintenance/restoration of normal microbiota. Twenty women
with a clinical diagnosis of mycotic vulvovaginitis and/or vaginosis,
microbiologically confirmed, were studied. The antimicrobial activity
of clotrimazole and metronidazole was studied in isolated and collec-
tion strains. Both chemical agents were assessed singly and in combi-
nation. Clotrimazole was found to be active against the mycetes tested,
both on its own and in combination with metronidazole. As expected,
combining the two substances did not improve the intrinsic activity of
clotrimazole. Both clotrimazole and metronidazole were found to be
inactive against Gram-positive and Gram-negative aerobes; conversely,
both were active against G. vaginalis.
No growth of the isolated pathogens was observed in any of the pa-
tients studied, either at the first visit after treatment or at follow up.
The lattobacillary grade had returned to normal 30 days after the end
of treatment. No relapses were reported. 
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sere le più varie (Tab. 1), e sebbene il termine “vagini-
te” sia usato spesso in maniera impropria, esse sono so-
vente riconducibili a due sole cause: l’atrofia delle mu-
cose e l’infezione. Tra le forme più comuni d’infezione
possiamo includere: la vaginosi batterica, la candidiasi
vulvovaginale e la tricomoniasi. Generalmente, queste
infezioni rispondono al trattamento, anche se per
quanto attiene alla candidiasi vulvovaginale, sempre
più spesso si riscontrano fenomeni di ricorrenza/ resi-
stenza in quelle pazienti in cui sono stati isolati ceppi
di Candida spp non albicans (3-5). 
Nel presente studio la valutazione dell’efficacia mi-
crobiologica e clinica di una associazione metronida-
zolo + clotrimazolo (in rapporto quantitativo di 5:1)
nella terapia topica di vaginiti miste (candidosi/vagi-
nosi) è stata comparata con il grado di interferenza che
tale chemioterapico può determinare sul mantenimen-
to/ ripristino del microbiota lattobacillare (6-9).
Materiali e Metodi
Pazienti
Sono state studiate 20 donne con diagnosi clinica,
microbiologicamente confermata, di vulvovaginite mi-
cotica e/o vaginosi. Nel periodo dello studio non era-
no permessi i rapporti sessuali non protetti, e quelli
protetti erano consentiti senza uso di lubrificanti e di
spermicidi con azione chemioterapica. 
Criteri di inclusione 
• Pazienti ambulatoriali in età compresa tra 18 e 50
anni, con sintomi di leucorrea e/o senza altri sinto-
mi (bruciore, dolore, arrossamento, lesioni della mu-
cosa vaginale) e sospetta diagnosi di vulvovaginite 
• Conferma microbiologica della vulvovaginite e/o
vaginosi 
• Pazienti negative al PAP test per malattie neoplasti-
che o infezioni virali 
• Pazienti in grado di comprendere le informazioni
loro fornite circa lo studio e la volontà di parteci-
pare con la firma del modulo di consenso informa-
to per l’iscrizione nello studio 
Criteri di esclusione 
• Donne affette da anomalie genitali 
• Presenza di vulvovaginite da Herpes simplex e Tri-
chomonas vaginalis
• Gravidanza 
• Trattamenti vaginali o sistemici con antifungini/
antibatterici effettuati fino a 15 giorni prima dell’i-
nizio dello studio
• Pazienti precedentemente trattate con metronida-
zolo e clotrimazolo (5:1) nei mesi precedenti l’ini-
zio dello studio
• Pazienti note per essere inaffidabili ad aderire al
protocollo 
• Pazienti diabetiche o pazienti affette da altre malat-
tie sistemiche che potrebbero interferire con i risul-
tati dello studio
• Pazienti che hanno rifiutato di firmare il modulo di
consenso informato
• Pazienti sieropositive a HBV, HIV e HCV
Raccolta dei campioni patologici 
I tamponi vaginali (TV) sono stati raccolti alla pri-
ma visita (T0), a 7-10 giorni dalla fine della terapia
(T1) e al follow-up, cioè 30 giorni dalla fine della tera-
pia (T2). Oltre al tampone vaginale, ad ogni visita è
stato fatto uno striscio vaginale per la valutazione del
grado lattobacillare (6-10).
Trattamento
Le donne arruolate hanno ricevuto la terapia (me-
tronidazolo-clotrimazolo, rapporto quantitativo di
5:1) sottoforma di ovuli vaginali da introdurre la sera
per 6 giorni consecutivi. Per i 5 giorni successivi al pri-
mo giorno di trattamento, le pazienti hanno inoltre ef-
fettuato una lavanda vaginale al mattino dopo, utiliz-
zando una soluzione vaginale contenente gli stessi
principi attivi, nel medesimo rapporto quantitativo.
Dopo la visita all’arruolamento erano previste ulterio-
ri visite ginecologhe a 7-10 giorni e a 30 giorni (fol-
low-up) dalla fine della terapia. In tutte le visite si è
proceduto alla raccolta dei campioni per l’esame mi-
crobiologico e ad una valutazione clinica. La diagnosi
di vaginosi batterica è stata inizialmente formulata sul-
TABELLA 1 - CAUSE DI VAGINITI.
Tipi di vaginiti Eziologia
Candidiasi vulvovaginali Candida albicans, Candida glabrata, 
Candida tropicalis
Vaginosi batteriche Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis,
Mobiluncus sp,
Bacteroides  sp. 
Tricomoniasi Trichomonas vaginalis
Vaginiti atrofiche Ipoestrogenismo
Irritazioni chimiche Saponi, prodotti per l’igiene (tamponi,
pannolini sanitari, profilattici in lattice)
Vaginiti allergiche Sperma, lavande vaginali, prodotti per
l’igiene (tamponi, pannolini sanitari,
profilattici in lattice o spirali), tinture,
allergeni inalati, esposizioni in ambito
lavorativo
Corpi estranei con o Tamponi, sistemi contraccettivi, pessario 
senza infezioni o traumi
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la base dello schema di Amsel (11, 12) e successiva-
mente confortata dall’esame microbiologico. La dia-
gnosi di vulvovaginite micotica è stata basata inizial-
mente sulle evidenze cliniche e confermata successiva-
mente dai dati microbiologici. 
Indagini microbiologiche
Gli strisci vaginali, fissati e colorati con il metodo di
Gram, sono stati esaminati con microscopio ottico a
100 ingradimenti per valutare il grado lattobacillare (6-
10) e/o la presenza di cellule di lievito e/o pseudoife.
I tamponi vaginali sono stati seminati su terreni se-
lettivi per la ricerca degli specifici patogeni. Gli isolati
sono stati identificati mediante procedure standard. Le
colonie di lieviti cresciute nei rispettivi terreni sono
state analizzate inizialmente con il Germ-Tube Test
(test di identificazione rapida per C. albicans). In par-
ticolare, una colonia di lievito è stata diluita in 2 ml di
siero bovino fetale e la provetta è stata posta a 35°C per
almeno 2 ore. Una goccia di questa sospensione è sta-
ta osservata al microscopio (40 X): la formazione di tu-
buli di germinazione nelle cellule fungine era indicati-
va di C. albicans. Tutti i ceppi isolati, sia quelli negati-
vi sia quelli positivi al test di germinazione, sono stati
anche identificati per mezzo di una tecnica enzimatica
(API Candida, Biomerieux).
Dosaggio dell’attività in vitro di clotrimazolo e me-
tronidazolo, da soli e in associazione
L’attività antimicrobica di clotrimazolo e metroni-
dazolo è stata studiata su ceppi d’isolamento e di col-
lezione. Entrambi i chemioterapici sono stati valutati
singolarmente e in associazione. Il clotrimazolo è stato
studiato da solo e in associazione con metronidazolo
(5:1 metronidazolo-clotrimazolo). Inoltre, nella valu-
tazione sui miceti è stato inserito come antibiotico di
confronto l’econazolo. Sono stati studiati: 
Miceti: 11 ceppi di C. albicans, 4 ceppi di C. kru-
sei, 8 ceppi di C. glabrata, 5 ceppi di C. parapsilosis, 1
ceppo di C. tropicalis, 1 ceppo di C. humicola, 1 ceppo
di C. dubliniensis, 1 ceppo di S. cerevisiae; 
Batteri: 10 ceppi di S. agalactiae, 12 ceppi di E. co-
li (sono compresi E. coli ATCC 25922 e E. coli ATCC
35218), 11 ceppi di Enterococcus spp.(è compreso E.
faecalis ATCC 29212), 15 ceppi di L. rhamnosus, 10
ceppi di L. acidophilus e 1 ceppo di L. plantarum. 
Il metodo per la valutazione della sensibilità agli
antimicrobici è stato quello delle microdiluizioni in
brodo, utilizzando procedure standardizzate (13, 14).
Inoltre, l’interazione (19) delle due molecole è stata
studiata mediante checkerboard.
Risultati 
I risultati dello studio sono mostrati nelle Tabelle 2,
3, 4. Nella Tabella 2 sono riportati i risultati delle mini-
me concentrazioni inibenti per i vari antimicrobici sag-
giati da soli e in associazione nei confronti di Candida
spp. e S. cerevisiae. Il clotrimazolo si è mostrato attivo nei
confronti dei miceti saggiati sia da solo sia in associazio-
ne con il metronidazolo. Come atteso, l’associazione del-
le due sostanze non migliora l’attività intrinseca del clo-
trimazolo, e ciò è stato confermato dagli esperimenti di
checkerboard, che hanno dimostrato solo un effetto di
indifferenza, cioè né antagonismo né sinergismo.
Sia clotrimazolo che metronidazolo sono risultati
inattivi nei confronti di batteri Gram-positivi e Gram-
negativi aerobi (Tab. 3). Al contrario, metronidazolo si
è mostrato attivo nei confronti di G. vaginalis (Tab. 3),
e il miglioramento delle minime concentrazioni ini-
benti, quando associato al clotrimazolo, è dovuto alla
maggiore concentrazione della sostanza e alla contem-
poranea attività di clotrimazolo. 
TABELLA 2 - ATTIVITÀ ANTIMICOTICA DI CLOTRIMAZOLO, DA SOLO E IN ASSOCIAZIONE A METRONIDAZOLO, A
CONFRONTO CON ECONAZOLO.
a È compreso il ceppo di C. albicans ATCC 90028 
b È compreso il ceppo di C. krusei ATCC 6258
c È compreso il ceppo di C. parapsilosis ATCC 22059 
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I risultati dello studio in vivo sono riportati nella
Tabella 4. In tutte le pazienti studiate è stata riscontra-
ta l’assenza di crescita dei patogeni isolati, sia alla pri-
ma visita dopo terapia sia al follow-up. Il grado latto-
bacillare è ritornato normale a 30 giorni dalla fine del-
la terapia. Non sono stati riportati casi di recidive. 
Discussione
L’attività antibatterica del metronidazolo si esplica
esclusivamente nei confronti di batteri anaerobi re-
sponsabili di infezioni anche gravi. L’attività nei con-
fronti di G. vaginalis è stata riportata per la prima vol-
ta da Pheifer et al. nel 1978 (20). Da allora sono stati
pubblicati numerosi lavori che hanno evidenziato due
differenti correnti di pensiero: da un lato i sostenitori
dell’attività del farmaco, dall’altra coloro che dubitano
della sua efficacia sia in vitro che in vivo, poiché gene-
ralmente più attivo sugli anaerobi di quanto lo sia su-
gli altri patogeni associati alla vaginosi (21). Nono-
stante tutto, l’uso del metronidazolo nella terapia del-
la vaginosi garantisce una minore insorgenza di batte-
ri resistenti, diminuendo il rischio della formazione di
serbatoi vaginali di resistenza (22, 23). Inoltre, l’inci-
denza della resistenza al metronidazolo rimane bassa
TABELLA 3 - ATTIVITÀ ANTIBATTERICA DI CLOTRIMAZOLO DA SOLO E IN ASSOCIAZIONE A METRONIDAZOLO.
TABELLA 4 - DATI MICROBIOLOGICI E GRADO LATTOBACILLARE AI VARI TEMPI DELLO STUDIO.
*LBG 1: Predominanza del lattobacillo; LBG 2a:  Predominanza del lattobacillo e presenza di altre popolazioni batteriche; LBG 2b: Dimi-
nuzione del lattobacillo e presenza di altre popolazioni batteriche;  LBG 3: Assenza o scarsissima presenza del lattobacillo e presenza di altre
popolazioni batteriche.
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(23), spesso non riscontrata. Infatti, se si conducesse
una metanalisi dei lavori finora pubblicati alla luce dei
nuovi break-point MIC per metronidazolo (16), le
percentuali di resistenza si abbasserebbero. L’epide-
miologia molecolare della resistenza a metronidazolo e
i meccanismi che la determinano in G. vaginalis sono
ancora da chiarire. 
Il clotrimazolo è un noto antimicotico la cui atti-
vità è ben nota (24). Nell’uso topico, fra l’altro, ha di-
mostrato un più basso livello di effetti collaterali ri-
spetto agli antimicotici a somministrazione orale (25).
Il clotrimazolo è anche attivo su G. vaginalis (26), ga-
rantendo così anche una buona efficacia terapeutica
nelle infezioni miste (27). 
I risultati della sperimentazione in vitro hanno di-
mostrato (Tab. 2) che il clotrimazolo è più attivo del-
l’econazolo nei confronti di tutti i ceppi saggiati sia di
isolamento sia di collezione. In particolare una mag-
giore attività è stata riscontrata nei confronti di ceppi
“non albicans” (C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis, e C. humicola). L’associazione con il metro-
nidazolo, non attivo nei confronti dei funghi, non mo-
difica l’attività intrinseca del farmaco.
Clotrimazolo e metronidazolo non hanno mostra-
to attività nei confronti dei batteri saggiati, ad eccezio-
ne di G. vaginalis. La buona attività di clotrimazolo nei
confronti di G. vaginalis, conferma quanto riportato
da Jones et al. (26). Le MIC di metronidazolo sono in-
feriori a quelle riportate da altri Autori (18, 28). L’as-
sociazione delle due molecole mostra un notevole ef-
fetto sinergico nei confronti proprio di G. vaginalis.
La totale mancanza di attività nei confronti dei lat-
tobacilli da parte di metronidazolo e clotrimazolo, sia
da soli che in associazione, è un dato di peculiare im-
portanza sull’impatto della terapia con le due sostan-
ze nei confronti del microbiota vaginale “normale”
(29, 30). Il microbiota vaginale è costituito da un’am-
pia varietà di generi e di specie, sia aerobi che anaero-
bi (31), con una predominanza dei lattobacilli, che
pare rappresentino un fattore di controllo dello svi-
luppo in vagina degli altri microrganismi (31-35)
(Fig. 1). È sempre più riconosciuto che tale microbio-
Fig. 1 - Meccanismi di protezione mostrati dai lattobacilli.
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ta vaginale abbia un’azione di protezione dagli agenti
patogeni invasivi, compresi quelli responsabili di infe-
zioni urinarie e di malattie sessualmente trasmesse
(31, 32, 34-36).
Negli ultimi anni c’è stato un riconoscimento sem-
pre maggiore sul ruolo dei lattobacilli nel manteni-
mento dell’omeostasi all’interno delle comunità mi-
crobiche vaginali e nella prevenzione della colonizza-
zione e dell’infezione causata da organismi patogeni
(31-32, 34-36). Come detto in precedenza, i lattoba-
cilli sono componenti importanti del microbiota vagi-
nale; infatti, contribuiscono a respingere gli agenti pa-
togeni invasivi e possono anche prevenire le infezioni
sia della vagina sia del tratto urinario interferendo con
la colonizzazione dell’epitelio periuretrale da parte di
uropatogeni come E. coli (31-36) (Fig. 1). Quindi, una
perdita dei lattobacilli vaginali può predisporre le don-
ne ad infezioni genito-urinarie (31-38).
In conclusione, parecchie strategie possono essere
usate per diminuire il rischio di recidive e la colonizza-
zione vaginale da batteri resistenti. Quando si prescri-
ve un trattamento per le vaginiti, la scelta degli agenti
antimicrobici dovrebbe tenere conto non solo del loro
spettro antimicrobico, ma anche dell’eventuale altera-
zione del microbiota aerobio ed anaerobio vaginale e
rettale, che essi potrebbero causare. In base a queste
considerazioni, l’uso di metronidazolo e clotrimazolo
risulta appropriato. 
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